A群溶血性連鎖球菌の菌体内溶血毒素とストレプトリジンーSとの相互関係に関する研究 by 岩上 栄
金沢大学十全医学会雑誌 第98巻 第1号 17 卜184く198射 175
A珊容血性連鎖球菌の菌体内溶血毒素とス トレプトリジ ン ー Sと
の 相 互 関係 に 関す る 研 究
金沢大学医学部薬理学講座 住任 二正 印 達教掛
岩 上 栄
く平成 1年 1 月30日 受付1
A群溶血性連鎖球菌 Su 株 くSu 副 の 菌体内溶血毒素くintra c ellula rhem olysin，I C印 と 菌体外
溶血毒素 ス ト レ プ トリ ジン ー S くstr eptolysin S， S L S川棚 互関係 に つ い て 検討 を行っ た ． リ ボ核酸分画
標晶くribo n u cle a s e． r e sita ntfra ctio n of R N A， C O r e， を 1 ％に 加 え た 3 ％酵母 エ キ ス 培地 くye a st
e xtra Ct m ediu m ， Y E培 卿 で Su 薗 を培養す る と ， 培養上 清液 に は多量の S L S が産 出され る が ， 培
養 Su 菌の I C H は， C O reを附加 しな い Y E培地で培養 し， 少量の S LS産 出 を した Su 薗の IC Hに
比 べ て 明ら か に 減少 し てい た ■ しか し ， S L Sを 多量 に 産出 した Su 蘭を新鮮なY E培地 で 培養す ると 培
養薗の S L S産出能は 元 に 復 し IC H も元に 復 して い た ． こ の 事か ら S L S と IC Hは負の 相関関係に あ
り ， ま た ， 菌体内 に は溶血毒素 ， ま た は ， 1 C H の合成系が ある こ とが 示 唆さ れ た ． Su 薗無細胞抽出
削 cell．fre e e xtr a ct， CFE津 の 1C Hに よる 溶血 活性 は CFE を370Cに 加温す る と溶血 活性 を喪失し た
が ， C F Eに c o r eを附加 して同処理 す る と溶血 活性 は逆 に 増強 さ れ た ． しか し ， 予め 失活 し た C F E
に c o r eを 附加 して 同処理 を して も溶血活性 の 増強 は認め ら れな か っ た ■ この 時 c o re と共 に アデ ノ シ ン
一 三 － リ ン 酸を加 えて処理 す る と 著 しい 溶血 活性 の増強が認め られ た ． こ の こと は ， ペ ニ シ リ ン に よ っ
て 失活 した C FE に お い て も認 め られ た ． また ， こ れ ら の こ と は ， C F Eを超遠Jい 150， 00xG， 60 分J し
て得ら れ た沈 殿物 に お い て 見ら れ ， 合成 系が あ る事が 確か め られ た ．
Key w o rds he molytic strepto c o cc us，
1ysin－S， C ell－fre e extr a ct
intrac ellular he molysln， StreptO－
溶血性連鎖球菌く溶適 齢 の 酸素 に 安定 な溶 血毒素
として は ， リ ボ核 酸に よ っ て菌体外に 大量に 増産 さ れ
るス トレ プ トリ ジ ンーSくstreptolysin S，S L Sll，， 及 び
細胞結合溶血毒素 くcel －bo u nd he molysinJ
2や ス ト レ
プトリ ジ ン ー Dくstreptolysin DJ3，の ほ か 菌体内溶血毒
素 伽tr a cellula rhe m olysin，I C印 が知 ら れ て い る ．
これ ら各溶血毒素 に つ い て の 比 較検討 は 多く の 人 に
よ っ て行わ れ て い るが ， 各 溶 血 毒素間 の 相 互 関係 ，
特に SLS と IC H との 相 互 関係 に つ い て は 殆 ど検
討が行 わ れ て お ら ず 全 く と 言 っ て い い 程 不 明 で
ある ． Ko shim ura ら刃 は 溶連菌 の 抗 腰 瘍 性 に つ い
て の 実 験 で ， 溶 連 菌 の 無 細 胞抽 出 液くc elトfre e
e xtra ct， C F El に 溶 血 清衡 即 ち IC H を認 め ， こ
れ に 就 い て 林 5－が そ の 性状 に つ い て 検 討 を行 っ た
こ とか ら ， 本論文で は S L Sと IC H との 相互 関係 に つ
い て実験 を行 っ た ． ま た ， 菌体内溶血物質が合成さ れ
る 事が示 唆さ れ て い る こ とか ら 菌体内溶血物質合成系
に 関し て 実験 を行う と共 に ， 培養 さ れ た溶連菌 を 玩
uitro で ペ ニ シ リ ン G存在下で温度処理 する と S L S 塵
生が認め ら れ な く なる こ と か ら
，
工C H並 び に その 合成
A bbre viatio n sこ A T P， ade no sin tripho sphateニ B B M， Bernheim er
，
s bas al m ediu 町
CFE
，C ell．fr e extr a ct3 COre， リ ボ核酸分画標 勘 H U， he m olytic unitニ S L S， StrePtOlysin S三
Su菌， 溶血性連鎖球菌 Su 勘 Y E培地 ， ye a St eXtr a Ct m ediu 町 生食水 ， 生理食塩水 i溶連
菌， 溶血性連鎖球菌
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系 に 対す る ペ ニ シ リ ン の 影 響 に つ い て も 検討 を行 っ
た ．
材料 お よ び方法
I
． 溶連菌棟
教室保存の A 群溶連菌 Su 株 くA T C21060， ty pe 3，
Sul削 を使用し た ． Su 菌の 継代培養 に は普通肉汁ブ
イ ヨ ン くpB 7．2I を用 い た 一
II． 3％酵 母 エ キ ス 培 地 くye a st extra ct m ediu m，
YE 培地I
Saku rai ら
6，の 方法 に よ っ て 作製 し た ． 即 ち ， ビ ー
ル 酵母 エ キ ス くエ ビオ スン P 2 G周 日麦軌 東京ト3 0
g を蒸留水 1，000ml に溶解 し た後 ， 100
0
Cに60分間加
熱 し ， その 波液の pH を再調整後更 に1 00
0
C 60分間加
熱 して か ら 3回濾過 を行 い ， 得 られ た 濾液 を100
0
C 30
分 3 日間， 間 欠滅菌 した ■
m ． 前培養培地
Y E培地25ml に 普通肉汁ブ イ ヨ ン25mlを 加 えた も
の を前培養培地と して用 い た ■
lV． ア デ ノ シ ン 一 三 － リ ン 酸 くade n o sin tripho sq
pllate， A T PI
和光純薬く大阪l の A T P を用い た ． A T P は蒸留水
に 溶解 し pH を7．0に 調整 して 用い た ．
V ． Sn 菌の 培養
前培養培地 50ml に Su 薗の 普通肉汁 ブイ ヨ ン 培養
液 1 ml を接種 して37
0
Cで18時間培養 した も の を Y E
培地 500mlに 接種 し て ， 37
0
C で24時間静置培養 し た －
Vl． Sll菌 の C F Eの 作 製
Shoin
n
の 方法に よ っ て CF E を作製 し た ． 即 ち ，
Su 菌 の Y E培地培養液 500ml を低温下で遠心 し， 沈
殿 し た生菌体 を冷生理食塩水く生食水1 で 2 回洗浄 し
た後 ， 20mlの 蒸留水に 浮遊 し た ． つ い で こ の Su 菌浮
遊液 を細胞破壊用 ガ ラ ス 瓶 く容量 5 0ml くB■ Br a u n，
Tablel． H em olytic a cti vity of c ultu r e
m ediu m with diffe re nt co n c entratio n s
上
F R Gl に 入 れ ， こ れ に ガ ラ ス 粒 く直径0■10
ル 0． 11m叫
30g を加 え て セ ル ホモ ジナ イ ザ
ー くB． Br a u nいこ て炭
酸 ガ ス 噴霧下 で 4，000rpm 2 分間2 回計 4分間処理 し
た ． つ い で ホモ ジ ネ ー ト液 をガ ラ ス 濾過器 G 2 で濾過
し， ガ ラ ス 粒 を除 い た 濾液 を低温下 で遠心 く1 5，000
xG ， 15分間1 し， 分離 した 上 清液くC F即 を作製した．
IC H はこ れ まで の 報告か ら C F Eに 存在 し， C F Eの溶
血性 は IC Hに よ る こ と が 示 さ れ て い る こ と か ら，
C F E を IC H と して実験 に用 い た ． さ ら に ， C F El容
量 を超遠 心 く150，00 0x G， 60分 間1 し て 得 た 上 浦液を
CF E－S， 沈殿 物 を 1容量の 蒸留水 に浮遊 さ せ た 液を
C F E－P と し た．
刊l． リ ボ 核 酸 分 両 棲 晶 くribo n n cle a ぷe－ r e Sista nt
fr a ctio n， C O r el
Ber nheim er ら
8Iの 変 法に よ り c ore を作製 した ． 即
ち ， 酵 母 リ ボ ヌ ク レ イ ン 酸 ナ ト リ ウ ム くMerk，
Da r m stadt， F R GllOOg を 蒸留水 800ml に 溶解し ， 炭
酸 ソ ー ダ ー 液 で pH を7．6に 調整 した後 ， 更 に蒸留水
を加 え て全量 を 1，000ml と し た． こ れ に リ ボヌ ク レ
ア ー ゼ く5 回結剥 く和光純剰 100m g を加 え て室温で
pB を7．4か ら7， 6に 調 整 しなが ら24時間放置 した ． つ
い で 同溶液 に 酢酸 ソ ー ダ 100g を加 え て溶解 した 後，
99％ エ タ ノ ー ル 740ml を加 え ， 生 じた 沈殿を遠心によ
り集 め エ タ ノ ー ル で 2 回， エ チ ル エ ー テ ル で 1回洗浄
し た後 c o r eと し て実験 に 用 い た ．
叩 ． Be r nheim e r の 基礎液 くBe rnbeim e r
，
s bas al
m edi廿m ， B B MI
Bernheim e rに よ っ て報告 さ れ た如 く ， マ ル ト ー ス
675m g ， 20％リ ン酸 － カ リ ウ ム 液 く苛性 ソ
ー ダ ー 液に
て pH を7．0に調 勤 6ml， 20％硫酸 マ グネ シ ウム液
12ml を蒸留水66ml に 溶解 した も の を B B M と して用
い た ． ま た ， 同量 の マ ル ト ー ス ， リ ン酸
－ カ リウ ム液
及び 硫酸 マ グネ シ ウム 液 を蒸留水 2 4ml に 溶解 したも
s upe rnata nt and C F Eof Su co cc u sin Y E
of c o re
Co n c e ntr atio nく％l of co re
He m olytic a ctivityくH UJ
，
ml



















Afte rSu c o cc u sin 500ml of e a ch c ultu re m ediu m w as in c ubated at 37 C
fo r24 hr，
the s upe rn ata nt of c ultu r e w as u s ed fo rhe m olytic
te st a nd s edim e nted c ells， after
w a shing with physiologic al s alin e， W e r edisr up
ted with Br a un
，
s c el ho m oge niz erto
pr epar e celトfr e e e xtr a ctくC F El－ T he C F Ew a su sed fo rhe m olytic
te st．
A群溶血性連鎖球菌の 菌体内溶血毒素
のを X2B BM と して用 い た ．
正 ． 静菌法 に よ る S L S 産生実験
Y E培地 1容量で37
0
C， 20時間培養 し た Su 菌を冷
生食水で 3回洗浄後 ， 1ノ20容量 の B B Mに 浮遊 させ ．
これに 同量の 0．2％ c or e．B B Mを加 え て37
O
C， 2時間
静置後遠心 し ， 上 清液に つ い て溶血試験 を行 っ た ．
X ． Sn 菌の ペ ニ シ リ ン処理 実験
培養液の 1ノ20容量の ペ ニ シ リ ン 含有 B B Mに 浮遊さ
せた Stl菌液 を37
0
C， 20分 ， 引き続 い て45
0
C， 30分 の
加温処理 を行 っ た ． な お ， ペ ニ シ リ ン は明 治製菓 く東
刹 の 結晶ペ ニ シ リ ン
ー G カリ ウム く20x lO
4
Uノバ イ ア
叫 を用い た ．
刀 ． 溶血 試験
被検液の 生食水に よ る 1 ml 宛の 2倍段階希釈液列
を作製し ， こ れ に 馬脱繊維血液く日本 バ イ オ テ ス ト ，
国分寺1よ り作製 した 3％血 球浮遊液 1 ml宛 て を加 え
て3アC で 2時間静置後 ， 各液 の 溶血 の 有無強弱 を判定
した後 ， 被検液 の 溶血 力価 を50％溶血単位くhe m olytic
unit， H UJ で表示 し た ．
軋 超音波処理
不活性化 し た C F Eの 超遠心沈殿物浮遊液くC F E－
PI に rc o re＋ A T PJ を附加 して溶血 再生 処 理 を行 っ
たもの に ， 超音波発振器 U O 300 F Sく国際電気 ， 東京I
を用い ， 共振周波数26K Hz で15分間の超音波処理 を
低温下で行 っ た ．
成 績
1 ． S L S産生量と IC H量と の 関係 に つ い て の 実験
Su 菌 を0．2％
，
0．5％及 び1．0％－ C O re附加 Y E培地
及び Y E培地の各500ml で24時間培養 した培養上清液
の溶血力価並 び に 各培養液で培養 し た Su 菌 の C F E
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の 溶血 活性値 は表 1 に 示 した 如 く で あ る ． 即 ち ，
C O reを Y E培養液 に 加 える 事で培養上清液の 溶血活
性は c o r e附加濃度が増加 す る に つ れ て増強く0．2％ 附
加で 200倍 ， 0．5％附加で560倍 ，1．0％附加 で800倍ン し
た が ， 此 等 の 菌 よ り C F Eの 溶 血活性 は逆 に 減少 し
C O re 非 附加 Y E培地培養菌に 比 べ0．2％で1JI3， 0．5％
で1ノ7， 1．0％で1ハ5で あ っ た ． しか し ． 1．0％－ C O r e附
加 Y E培地 で培養 した Su 薗液 を新鮮 な1．0％－C O r e附
加 Y E培地 に 植薗 して培養す る と ， 上 清液の 溶血活性
は1 3，200 H Uノml と原菌と同程度に S L Sを産生 し ， 新
鮮な Y E培地 で 培養す る と培養菌の C F Eの溶血 活性
は 1，60 0HUJ
I
ml と c o r e附加 Y E培地培養以前 の
Su 菌に 復 し て い た ． Su 蘭を1．0％．c o r e附加 Y E培地
で各時間培養 した培養液の 溶血 活性 ， 並 び に ， 各時間
培養 した 菌に よ る静薗状態で の SLS 産生実験 で の 溶
血 成績 は表 2 に 示 した 如く であ る ． 即 ち ， 培養時間が
12， 18， 2 4及 び48時間で の 培養液の溶血活性比 は 1 こ
1．5ニ1．68ニ 1．89 と培養時間が長く な る 程溶血活性 は
強く な る の に 反 し ， 静 菌状態 で の 溶血 清性比 は 1 ニ
0．5こ0．36こ0． 1と S L S産生は減少して お り ， 培 養 上
清の 溶血 活性 が強 い ほ ど静菌状態 で の 溶血 活性 は弱
く ， 両者 は逆相関の関係 で あ っ た ．
2 ． ペ ニ シ リ ン 処理 Su 薗の 1C Hに 関す る実験
Y E培地培養 の Su 薗 をペ ニ シ リ ン G含有 B B Mに
浮遊 させ て370C， 20分 ， 続い て 45
0
C， 30分 の処置 を
行 っ た ペ ニ シ リ ン 処理 Su 菌 に よ る 静菌状態下 で の
S L S産生 は全 く認 めら れ なか っ た が ， ペ ニ シ リ ン 処
理 Su 菌の C F Eの 溶血 活性は ， 表 3に 示 した如 く ， 附
加ペ ニ シ リ ン が高濃度な ほ ど溶血活性 は弱く ， ペ ニ シ
リ ン作用 濃度 10xlO4Ulml で は2 12 H Ulml と対照 処
理 薗くべ ニ シ リ ン 作用 濃度O Ulmり の 438 H Ulml の
Table2． Relatio nbetw ee n he m olytic activity and in cubatio n pe riod of Su co ccu s
in l％ c o r e－Y Em ediu m ホ
In cubatio n pe riod
くhrl of Su co c c u sin
l ％ c o r e－Y Em ediu m
He m olytic a ctivityくH UJlml


















Afte rSu c o cc u s w a sin cubated fo r e a ch pe riod at 37C in l ％c o r e－Y E m ediu m， the
C ultu r e w a s c e ntrifuged． T he super n atant w a s u sed fo r he m olytic test， a nd the
S edim e nted cells w er esu spe ndedin B BM c o ntainin g O．1％ c o r eく0．1 ％ c o r e－B B Ml．
Cells u spen sio n w asin c ubated at 37 てニfor 2 hr a c c o rding to the m ethod of r esting
C ellsyste m． T he n， the stlPer n at nt W a S u S ed fo rhe mblytic test．
串Y Em ediu m s11p ple m e nted with l％c o r e．
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1ノ2 であ っ た ．
3 ． ペ ニ シ リ ン処 理 Su 菌 C F E の溶血物質合成 に
関す る 実験
Y E培地 で培養 し た Su 菌 をペ ニ シ リ ン 含有 B B M
に 浮遊 させ て37
D
C ， 20分 ， 続い て45
0
C， 30分の 温度処
理 を行 っ た処理 Su 薗 の C F Eに つ い て行 っ た c o reな
上
ら び に A T Pに よ る溶血活性増強実験の成績は表3に
示 した 如く で ある 一 即 ち ， 無処 理 Su 薗 の C FE 榊
照 C F Elと 2 ％ c o r e－ B B M との 混 合液 は 37
0
C で60分
置く と溶血活性 は2．3倍 上 昇 し ， こ の 混合液 に A Tp
く5 0m gノm1 を加 え る と溶血活性 は12．8倍 と さ らに 上昇
し た ． こ れ に 対 し ペ ニ シ リ ン 2．7XlO
4
Uノmlお よび10
Table3． He m olytic a ctivity of C F E， r C F E ＋c o r eJ ， and rC F E ＋c o r e＋A T PJ
pr epa r ed fro m Su c o c c u str e ated with differ e nt c o n c e ntr ation s of pe nicillin in
B B M
Conc entr atio nくUノmllof
pe nicillin fo rtr e atm e nt
of Su c o c c u sin B B M
He m olytic a ctivityくE UJ
l
ml


















Su c o c c u s c ells， afte r c ultiv atio nin Y E－m ediu m， W e r e S u Spe nded in B B Mc o ntaining
pe nicillin of v a rio u s c o n c e ntration s，in cubated at 37C fo r20min a nd th
e n at 45C
f。r 30min ． Fr o mthis tr eated c ells C F Ew a spr epa r ed， a nd a pa rt ofthe C F Ew a s
u s ed im m ediatelyfo rhe m olytic test－ A mixtu r e of lv olu m e of C F Ea nd lvolu m e
of 2 ％c o r e－ X2 B B MくC F E ＋c o r elo r a mixtu r e of lv olu m e of C F Ea nd lvolu m e of
2 ％ c o r e－ B B Mco ntaining AT Pく50m gノmlくC F E＋ c o r e＋A T PI w a sincubated at37 C－
Afterin c ubation of 60min ， he m olytic a ctivity w a s m e a s u r ed．
300 10 20
Tim e of in c ubatio nくminl
Fig． 1． C ha nge of he m olytic a ctivity of IC H by
tr e atm e nt with penici11in－ G
C F Ew a sinc ubated at 37
0
C fo r stated tim e
with くOI o r witho ut く書1 pe nicillin －G く2xlO
4
Ulm1 and the n he m olytic a ctivity w a s
m eas u r ed a nd e xpr es s ed a spe r c e nt c alc ulated
by the follo wing fo r m ula こH U of I CH tlH U
of IC Ho xlOOく工C Ht， I C H in c ubated fo rt
min with o r witho ut penicillin ニ I C H， I C Ho
in c ubated fo r O min with o r witho ut pe ni－
Cillinl．
37 45 5060
1n c ubatio nte mper at ur eぐCI
Fig． 2． C ha nge of he m olytic a ctivity of IC H by
tr e atm e nt with v a rio u ste mperatures．
IC Hw a sin c ubated at vario u ste mpe r atu reS
fo r30min． He m olytic a ctivity w a s e xpr esed
a spe rc e nt c alc ulated by the follo wing for m u
－
1a こH U of IC HcノHU o of I C H X lOOく1CH c，
I C H inc ubated at C te mpe r atu r eiI C Ho ，IC H
in c ubated at O
O
C．
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xlO
4
Uノml を混合液に 加 えて 温 度処 理 し た Su 菌 の
CF Eく2．7 CF E及び10 C F Elの 溶血活性 は 3 08 H Ul
ml及び 212H Ulml と対照 C F Eに 比 べ て 弱 か っ た
が， これ らに C O r eTB B M， 更 に AT P を加 え る 事 で
2．7 C FE の 溶血活性 は3■2倍 ， 並 び に9．3倍 に 増強 し，
10C F Eで は2．9倍 と5．2倍 に増強 し た ． c ore 及 び
A TPに よ っ て溶血活性 は ， 対照 C F Eに 比 べ て増 強度
は弱い が ， 増強す る こ と が認 め られ た ■
4 ． C FE に 対す る温度 ， ペ ニ シ リ ン 及び c o r eの 影
響
C F El容量と x2 B B M l容量 の 混 合液 く78 0HUJI
皿り を37
0
C で静置 す る と ， 図 1 に示 した如く ， 時間 の
経過と共に 溶血活性 は減弱 し， 30分 で1ハ0に ， 60分 で
はく 4 H Uノml と なっ た ． ま た ， 混合液 を各温度 で30
分間静置す る と ， 図 2 に 示 した 如く ， 45
0
C， 3 0分間で
溶血活性は完全 に 消失 し ， C F E中の 溶血毒素 は温度
に不安定な こ とが 示 され た ． 混合液に べ ニ シ リ ン G を
2 XlO
4Uノml 加 えて 37
0
Cに 静置 す る と 溶血活性 の滅
弱は更に 著 しく ， 図 1 に示 した如く． 37
0
C ， 20分で 6
H Uノml と約1ハ2 5に 減弱 した ． し か し ， 混 合 液 に
co reを1 ％に 附加 して 3 rCに60分置 い て も 溶血活性
は減弱せ ず ， 却 っ て 表 4 に 示 し た 如 く増加 し た ． 但
し
， 増強さ れた 溶血 活性は C F E が得 られ たSu 菌の 培
養条件 に よ っ て 異 な り ， 培 養時 に S L S産生 を多 く
行 っ た Su 菌の C F Eと c o re の 混合液の音容血清性は弱
か っ た ．
5 ． 非活性化 C F Eの 溶血 物質合成 に 対す る c o r e及
び A T P の影響
Y E培地培養 Su 菌の C F Eく1，556 H Uノml l容量
に20％ c o r e溶液0．2容量及び x2B B M O，8容量 を加 え
た混 合液 を370Cに60分間静置す る と混 合液 の 溶血 活性
は ， 表 4 に 示 した 如く ， C F E値 に して 3，740 H Uノml
と著 し く増強 して い た ． しか し ， C F Eを45
0
Cに 30分間
加熱 して非活性化くく 4 H Ulml した液 に C O r e及 び
X2 B B M を加 え て上 記の 如く37
0
C， 60分間静置 して も
表 5に 示 した如 く
，
溶血活性 は殆 ど認 め られ ず， 50％
溶血 単位は算出で き なか っ た ． しか し， CF Eと core
及 び B B Mの 混合液 に A T PlOm glml を加 え て処理
す る と ， 混合液の 溶血活性 は ， 表6の 如く ， C F Eに し
て 1，024 H Uノml の 溶血活性が認 め られ た ． こ の 事よ
り rC F E＋ c o r e＋ x2B B MJ 混合液 に A T P をpH
7．0に 調整 し て ， 各種濃度 に 加 えて37
0
Cに 60分間静置
Table4． Relatio n betw e e nhe m olytic a ctivity of C F Ea nd c ultu re m ediu m of Su
C O C C u S
Cultu r e m ediu m u s ed
fo r c ultiv atio n of
Su c o c c u s
He m olytic a ctivity くH Ulmllof C F E




O．2 ％ co re－Y E
l．0 ％ co re－Y E
Cell－fre e e xtr a ctくC F即 w a spr epar ed fro mSu c o c c u s c ultiv ated in v a rio u s c ult r e
m edia ． On ev olu m e of C F Ew a s mix ed with lv olu m e of 2 ％c ore－X2 B B M， a nd the
mixtu re w a sin c ubated at 3 7 C． A fter in c ubatio n
，
the mixtu r e w a s u s ed for
he m olytic te st．
Table5． Effect of c o r eo n he m olytic a ctivity of in activated C F E
He m olytic activity ofthe mixtu r e
Incubatio ntim e
Of a mixtu r eくminl
Dilutio n of C F E
1ニ10 1ニ20 1こ40 1ニ80 1ニ160 1こ320
0 － －
．
6 0 士 ＋ 十 ＋
Afte r C F Ew asin a ctiv ated by in c ubating at 45 C fo r 30 min， 1 v olu m e of
in a ctiv ated C F Ew a s mix ed with lv olu m e of 2 ％co r e－X2 B B M． T he mixture w a s
u s ed fo rhe m olytic test afte rin c ubatio n at37 C．
ホ ー




す る と ， その 溶血 活性 は ， A T P附加 に よ り 著 し く 増
強 し ， その 増強 は AT Pの 濃度 に相関 し て い た ■ しか
し ， A T Pの 作 用 濃度が 80m gノml で は 50m glml 附加
時の溶血活性値と ほ ぼ 同 じで あ っ た ．




C ． 60分間いこよ り溶血 活性 を失漬せ し
め た C F E l容量に20％ c o r e溶 液0．2容量 ， A T P 50
m gJml及 び x2 B B MO．8容量 を附加 して37
0
Cに 静 置す
る と ， そ の 溶血 活性 が著 し く 増強さ れ た こ と か ら ，
x2 BB M の 各成分の溶血物質合成系 に 対す る 影響 に つ
い て 実験 を行 っ た ． 即 ち ， X2 B B M よ り各成分の マ ル
ト ー ス ， リ ン 酸 － カ リ ウ ム お よ び 硫酸 マ グ ネ シ ウ ム を
除い た 基礎液 を x2 B B Mの 代 わ り に 用 い て ， 前記 の実
験 を行 っ た ． そ の成績は 表 7 に 示 し た如 く ， リ ン酸－
カ リ ウ ム を 除い た各基礎液 で は共通 して溶 血物質合成
の増強は他 の 成分を除い た基礎液 に 比 べ て 低下 して い
Table6． Effe ct of A T Po n he rn olytic
a ctivity of a mixtu r e of in a ctiv ated C F E，
c o r e a nd B
Co n c entr atio n He m olytic a ctivity
くm gノml of A T P くH Ulml of the











A T Pw a s added in v a rio u s c oc e ntratio n sto
a mi又tu r e Of in a ctiv ated C F E， C O r e a nd
BB M， a nd the n in c ubated at 37C fo r 60




7 ． ペ ニ シ リ ン 処理 C F Eの 溶血 物質合成 に 関する
実験
Su 菌の C F Eに ペ ニ シ リ ン を 附加 して37
O
Cに20一 も
30分静置す る と ， C F Eの溶血活性 が殆 ど失 わ れ た こ
と か ら ， CF E に ペ ニ シ リ ン G を 附加 く2． 7xl O
4
Ul
mり して ， 3 7
0
c， 30分 の 処 理 に よ り 非活性化 し た
C F Eに C O r eま た は rc o r e＋ A T PJ を附加 して 溶血活
性 の再生の 有無 ． 強弱 に つ い て 行 っ た 実験成績 は表8
に 示 した 如 く であ る ． 非活性化 され た C F Eの 溶血活
性 は c o r eま た は rc o r e＋ A T PJ の 附加に よ り再び認
め ら れ ， そ の 増強度は ペ ニ シ リ ン を附加 せ ずに 非晴性
化 した CF Eよ り ペ ニ シ リ ン を附加 して 非情性化した
Table7． Effe ct of B B Mo n hem olytic
a ctivity of a mixtu r e of in a ctiv ated C F E
a nd c o r e
M ediu m added to in a ct ト
v ated C F Eくく 4H Uノml
with cor e and A T P




of a mixtu r e
又2 B B M
x2 B B M deficie ntin
M alto s e
M gS O．1
K H2P O，1
M alto se＋ MgS OJ
M alto s e＋ K H2P OJ
MgS O4＋ KH2P O－1









C F Ew a sin a ctiv ated by in c ubatio n at 37てニ
fo r 60 min ． A mixture of l v olu m e of
in a ctiv ated C F E， 0．2 v olum e of 20 ％c o re
s olutio n co ntaining AT Pく50m glml a nd O．8
volu m e of B B M， B B M deficie nt in c o m－
po n e nt or physiologic als alin e w a sin c ubated
at 37 Cfo r 60 min ， a nd the mixtu r e w a s
u s edfo rhe m olytic test．
Table8． Effe ct of pe nicillin o nhe m olytic activity in he m olysin
－ Synthetic syste m of
C F E





pe nicillin tr e atm ent o r witho utく－1penq
icillin c o r e c o r e＋ AT P
912 卜つ 52 1，378 3，392
く＋つ 11 634 2，6 22
c F Ew a sin c 。bated with 。r Witho ut pe nicilinく2．7xlO
．1
H Uノml at3 7 Cfo r30minl
a nd the nin c ubated with 2 ％c ore o r2 ％c o r e c o ntaining A T Pく50m gJ
，
ml at37 C for
60min ． T hes eCF Es w er e u s ed fo rhe molytic test－
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CF E に お い て強く ， 特 に rc o r e＋ A T PJ を 附加 し た
CF E に お い て 著明 に 認 め ら れ た ．
8 ． CF E超遠心沈殿物の 溶血 物質合成 に 関す る実
験
CF Eの 超遠心 に よ る 上 清液くC F E－Sl 並 び に ， 沈殿
物浮遊液くCFE－Plを45
0
C， 30分の 温度処 劉 こ よ り不活
性化 した液 に C O reま た は rc ore＋ 各種濃度の A T PJ
を附加 して37
0
C， 60分静置し た液 に つ い て 行 っ た溶血
実験成績 は表 9 に 示 した 如く で あ る ． 即 ち ， C F E－S に
つ い て は ， 単 に C O r eを附加 し ても 溶血活性は認 め ら
れず， ま た ， A T P も50mglml 以上附加 して初 め て溶
血活性 が認 め ら れ た が ， 増強度 は C F E－P に 比 べ て
か なり低か っ た ． こ れ に 対 し ， C F E－P で は単 に c o r e
を附加 して も溶血 活性 は認 め られ ， A TP を附加す る
ことで 更に 強い 溶 血 活性が認 め られ た ． 特 に ， A T P
50m gノml で最も強 い 溶血 活性が認 め ら れ た ． 不 活性
化した CF E－P に 前記 の 如く c o r eま た は rc o re＋
A T PJ を附加 して潜血 活性再生処理 を行 っ た後 ， 各混
合液 を 2分 して 一 部 は溶血試験 を， 一 部 は こ れ に 超 音
波処理 を行 っ て か ら溶血試験 を行 っ た実験成績 は表10
に 示 し た如く で あ る ． 不 活性化 C F E－P はc o reま た は
rc o re＋ A T PJ 附加に よ り ， 溶血 惰性が増強さ れ る こ
と は前記の 如く で あ るが ， これ ら処理 混合液を更に 超
音波処理 す る こ と で 全て の 処理 液の 溶血活性 は更に 増
強され た ．
考 案
酸素 に 安定 で リ ボ核酸 に よ り増産され る溶連蘭菌体
外溶 血 毒素 S L Sに つ い て は ， Oka m oto ら1，10削 ，




l 糾 お よ び Hos oya ら
1 51 に
よ っ て リ ボ核酸と共 に その 生物 ． 理 ■ 化学的性状 な ど
に つ い て 多 く の 知見が発表 さ れ れ て い る ． 一 方 ，
Gin sbu rg
2，は T w e e n4 0， 60 及 び8 0 な どの 還 元 剤 に
よ っ て溶血物質 ス トレ プ トリ ジ ン ー D が形成 さ れ る こ
Table9． Effect of A T Pon he m olytic a ctivity of C F E－S a nd C F E－P 。f C FE
M aterial
He m olytic a ctivity
くH Uノml of m aterial
befo re a nd afte r
in a ctiv atio n
He m olytic a ctivityくH Uノml of
in a ctiv ated m ate rial afte rin c u－
batio nAat37 C fo r60min with
l ％c o r e a nd A T Pくmgノml of
Befo r e Afte r o 30 50 80
C F E－S 5－775 く4 く4 く4 793 937
C F E－P II403 く4 783 2，662 3， 79 3，092
C F Ew a s c e ntrifuged at 150，000xG fo r6 0min． T he n s upe r nata nt くC F E－Sl a nd
苧u Spe ntion of pr e cipitate くC F E－PI w er e u sed fo r hem olytic test befo r e a nd afte r
ln a Ctiv atio n by in c ubatio n at 45C fo r30min． To in a ctiv ated C F E－S o r C F E－P
W er e added c o r ein the c o n c e ntr atio n of l ％ a nd A T Pof v ario u s c o n centratio n s，
a nd e a ch mixtu r ew as u s ed fo rhe m olytic test afterin c ubatio n at37C for 60min ．
Table10． Effe ct ofs onic atio n o nhe m olytic a ctivi ty ofina ctivated C FE－P
Tr e atm e nt do n e
to in a ctiv ated
C F E－P
He m olytic a ctivity
of in a ctivated C F E－
P after tr e atm e nt
He m olytic a ctivityくH Uノm り
ofina ctiv ated C FE－Pin c u－
bated at37 Cfo r60min with
C O re a nd A T Pくm gJrn1l of
0 30 50 80
Non e く4 1，208 2，396 3膏45 2，765
So nic atio n 8 2，048 4，710 5， 29 3，625
C F E－P w a sin a ctiv ated by in cubation at 45C fo r 30 min， a nd O．5 volu m e of
in a ctiv ated C F E－P w as sonic ated in the c o nditio n of 26K Hz fo r 15 min ． T he
Other in a ctiv ated C F E－P w a s n ot s o nic ated． To the s o nic ated C F E－P or the
n on － S O nic ated C F E－P w e re added c o r ein the c o n c e ntr atio n of l％ a nd A T Pof
V arious c o n centr atio ns ， The s e mixtu r e w er ein c ubated at 37C for 60 m in and the n
u s ed fo rhe m olytic te st．
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と を報告 して い る ． こ れ に 対 し ， M ar uya m aら
1 81
，









は それ ぞ れ の 方法 に よ っ て 王C H を
調整 し ， そ の 性状 に つ い て も報 告 して い る ． こ れ ら の
報 告で は工CH と S L Sに は共通 した性状 もか な り み ら
れ る が ， 温度 に 対す る安定性及 び酵素 に 対す る反応 に
はか な り の 遠 い が 認 め ら れ る ． こ れ ら の こ とか ら ，
I C Hの 成分が リ ボ核酸ま た は ， CO reや還元 剤 な ど の
担体 に 移行 ． 結合 し ， 担体 の 種類 に よ っ て S L S やス
リ レ プ ト リ ジ ン
ー D に な る と考 え られ て お り ， 性状の
違い は担体の種類 に よ る と考 え ら れ て い る ■ ま た ，
S。 菌 を c o r e附加 Y E培地 で培養 し SLS が著 しく 増
産 され る と 同薗の ICH が S L S産生量 に 逆相関 して減
少す る こ と も 林引 に よ っ て報告 さ れ て い る が ， 本実験
に於 い ても SLS 産出量と I C H は負の 相関関係 に あ
り ， C O r e附加 Y E培地で の培養時間と I C H も負の 相
関関係 に あ り ， また c o re附加 Y E培地培養 Su 菌 に
ょ る静薗法で の S L S産出実験 に お い て も 同様 な こ と
が認 め られ ， IC H がc ore と結合 し SLS と なっ て 菌
体外 に 産出 され る こ と が確認 さ れ た ■ しか し ， 高濃度
の C O r eを附加 して も ， ま た培 養時間を長く して も ．
I C H が ゼロ に な らな い こ とや 1C H の含有量が減少 し
た Su 菌 を新鮮 な培地で培養 す る と 同菌の I CH の 含
有量 は元 に も どり ， C O r eに よ っ て S L S が再 び増産さ
れ る事 は Su 菌体内で IC H が合成 さ れ る もの と 考 え
られ る ． し か し ， こ の こ と は I C H も合成系 も共 に
C F Eに あ っ て 両者 の 分離 は困難で あ る 為 ， こ れ ま で
合成系の証明は困難 で あ っ た が 工C H は温度 に 不安定
であり ， 合成系 に は A TP が 有効 な こ とが 認 め られ ，
こ れ に つ い て の い ろい ろ な実験 か ら C F Eに はIC Hと
は別に 1 C H合成系が あ る こ とが 本論文 に お い て 実証
さ れた ． ま た ， Su 薗 を ペ ニ シ リ ン 処理 す る と S L S産
出が抑制 され る こ と は ， O ka m oto ら
10，
に よ っ て 既 に
報告さ れい る が 処理 に 用 い られ た ペ ニ シ リ ン が高濃度
な程， 王C H は減少 して お り ， ペ ニ シ リ ン 無処 理 Su 菌
の CF Eに べ ニ シ リ ン を附加 して 温度処理 す る と ， 附
加せ ず に 処理 した C F Eに 比 べ て 溶血活性 の減少 は よ
り著 し い こ と は， 本論文 に お い て も姫野
川 と 同様 な成
績 を得 て い る ． こ の ペ ニ シ リ ン 処 理 C F Eに C O r eを附
加 して処理 す る と溶血活性は増強さ れ る が ， ペ ニ シ リ
ン 無処理 C F E の約112 で あ る． しか し， C O reと 共 に
AT Pを附加す る と溶血 活性 は更 に 増強 され ， そ の 程
度は ペ ニ シ リ ン 処理 の 有無 に 拘 らず両者 は ほ ぼ同 じで
あ っ た ． こ の こ と は ， I C H がc o r eと結合 して 菌体外
に 産出さ れ る こ と ， 並 び に 王C H はペ ニ シ リ ン に よ っ
て影響さ れ る が ， 1CH 合成系 は ， ペ ニ シ リ ン に よ っ て
上
影響 さ れ な い 事 を示 す も の で あ り ． IC H と その 合成系
は別 の も の で ある こ と を 示 す も の で あ る 一 こ の ことか
ら ペ ニ シ リ ン の I C Hに 対す る作用点 に つ い て は ， 更
に 検 討 を要 す る も の と 考 え ら れ る ． C F E を超遠心
く150， 00xG， 60別 に か けて 得 られ る 沈殿物 の浮遊液
に C 。re 及び A T P を附加す る と 強い 溶血活性が認め
られ る こ と は ， リポ ゾ
ー ム が 溶血物質の合成系に 関係
あ る こ と を示 す も の で あり ， また ， こ れ ら の混 合液に
超音波を か け た 時に 最も 強い 溶血活性 が認 め られ る こ
と は ， 超音波処理 に よ っ て 溶血物質ある い は 合成系が




20，21，か CF Eに 超音波 をか け ると溶血
活性 の 増強が認め られ る と した報告と よ く
一 致す るも
の で あ り ， 更 に 検討が 必要で あ る ．
結 論
Su 菌並 び に C O r eに よ っ て S LS を増産さ せ た Su
菌の C F E を 用い て菌体外溶血毒素 S L S と菌体内溶血
毒素 工C B の相互関係 に つ い て実験 を行 い ， 次 の如き
結論 を得 た ．
1 ． SL S産 出量 と 工C H と は負 の 関係 に あ り ，
S L S産出量が 多い と菌体内の ICH 量 は減少 する ． し
か し ， S LSを増産せ し めた Su 菌 を再 び新鮮な培地で
培養 す る と ， 菌体内 I C H はも と に 復 し， S L S産出能
も も と に 復 した ． 此等 の 事 よ り S L S はc o re等の 担体
と I C H が結合 し て産出さ れ る も の と考 え ら れ ， 王C E
は 菌体内の 合成系 に よ っ て 合成 さ れ る こ と が示 唆され
た ．
2 ． 温度 処 理 に よ り 溶 血 活性 を失 っ た C F Eに
c 。re 及 び A T P を附加 す る こ とで 溶血 活性 が強く認
め られ た事 か ら ， 溶血物質合成系が ある こ とが 確認さ
れ た ．
3 ． 1 C H は温度 に 対 し不安定 で あ っ た が ， そ の 合成
系 は よ り安定 であっ た ． また ， I CH はペ ニ シ リ ン によ
り ， よ り早 く溶血 活性 を喪失 した が ， 工C H合成系は
ペ
ニ シ リ ン に よ っ て影 響さ れ な か っ た ■
4 ． I C H合成系 は CF Eを超遠心く150， 00xG， 60
剣 し た沈殿物 に あ る こ とが 認め ら れ ， 沈殿物浮遊液
に C O r e及 び AT Pを附加 して 超音波 をか けた 時に ，
最 も 強い 溶血物質 の 合成が認 め られ た 一
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